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ME s DE LA LITTERATURE

Les premiers traitements utilisant les chambres de froid a de
basses températures ont été introduits dans les années 1980 par
Yamauchi [1], qui a pu construire la premiere chambre cryogénique
au Japon afin de traiter les rhumatismes. La CCE est fréquemment
utilisée pour soulager I'inflammation ainsi que pour les arthrites [2] et
polyarthrites rhumatoides [3], ainsi que pour ses effets bénéfiques
sur de muitiples scléroses et psoriasis [2]. Il a été démontré que la
CCE — appliquée sur de courtes périodes d’exposition (deux a trois
minutes) — stimule les réactions physiologiques de I'organisme qui
entrainent
une analgésie et anti-tuméfaction [4]. Il a été montré récemment que
ce procédé a -110 <C faisait baisser significativement de -0,63 °C la température interne, cing minutes
aprés |'exposition, et que la valeur de référence était retrouvée au bout de 20 minutes [5]. A des
températures proches de -100 <C, la CCE est souvent préconisée dans le traitement des blessures. La
cryostimulation limiterait les dommages des différents tissus musculaires [6]. Son rble serait donc
également de prévenir différentes blessures de I'athlete et pourrait étre appliqué avant d’importantes

périodes d’entrainement.

A. REPONSESDES MEDIATEURSDE LINFLAMMATION

Dans ce contexte d’exposition au froid, certains auteurs se sont attachés a mesurer les différents
marqueurs de I'inflammation. Banfi et al. [7] ont montré qu’il existait une diminution des cytokines pro-
inflammatoires (IL-2 et IL-8) associée a une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (IL-10)
aprées une semaine de CCE chez des rugbymen de haut-niveau. Selon ces derniers auteurs, la technique
de CCE permettrait donc d’améliorer la récupération musculaire sans toutefois la mesurer. Dix
rughymen de haut-niveau ont été placés en chambre cryogéne a -60 °C pendant 30 secondes, puis a
-110 -C pendant 120 secondes, et ce sur cing jours consécutifs. Les sujets devaient poursuivre leur trois
heures d’entrainement journalier sans modifier leur charge. Si aucune différence significative n’a été
observée pour les immunoglobulines et la CRP, témoin d’inflammations aigués, les auteurs montrent,
par ailleurs, en absence de groupe témoin, que la concentration de Créatine Kinase (CK) et de
prostaglandines (PGE,)} sont significativement diminuées aprés cing jours d’exposition en CCE. Sans
toutefois mesurer le noradrénaline (NA) plasmatique, les auteurs expliquent la baisse de CK par une
stimulation probable de la NA lors d’une exposition au froid comme démontré dans I'étude de Ronsen

et al. [49]. Associée a la diminution de CK, Banfi et al. [7] observent une diminution des PGE,. La PGE,
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est synthétisée sur différents sites du foyer inflammatoire ou elle agit comme un vasodilatateur en
synergie avec d’autres médiateurs comme [|'histamine ou des bradykinines, et favorisant ainsi
I'augmentation de la perméabilité vasculaire et la formation des oedémes. Sa diminution apres cing
jours de CCE apparait étre un bon témoin d’une meilleure récupération musculaire. Cependant,
I'absence de groupe témoin dans leur étude ne permet pas de conclure rigoureusement sur I'efficacité

de la technique de CCE pour la récupération.

B REPONSES HORMONALES

La grande majorité des études liée a la CCE s’est attachée a suivre la cinétique des marqueurs
biologiques et/ou a 'évolution de différentes hormones en réponse a une exposition. Une étude
récente de Smolander et al. [8] a comparé une exposition en CCE (-110 °C, deux minutes) et une
immersion en eau froide (0—2 °C, 20 secondes). Les deux groupes pratiquaient, une fois par semaine
pendant 12 semaines, I'une ou 'autre situation. Différentes hormones comme I’hormone de croissance
(GH), la prolactine ou les hormones thyroidiennes (TSH, T3, T4) ont été analysées. Les auteurs concluent
a une absence de variation significative pour le groupe CCE, et ce pour toutes les hormones étudiées.
Une exposition prolongée au froid ne semble donc pas induire de modifications de ces hormones. Cette
absence de résultats significatifs permet de conclure a une procédure reliée a I'étique sportive. Cela est
renforcé par I'étude récente de Banfi et al. [9] qui indique que — pour une population de dix sportifs —
aucune valeur hématologique (par exemple, globules rouges, globules blancs, hématocrite,
hémoglobine, plaquettes. . .) n"est modifiée que par cing expositions de deux minutes en une semaine.
Dans une étude antérieure, Leppaluoto et al. [10] mettent en évidence que |'exposition a la CCE (trois
fois par semaine, sur 12 semaines) permettrait une augmentation significative de la NA plasmatique. Les
auteurs expliquent que les augmentations relevées de NA — aprés chaque instant de mesure tout au
long des 12 semaines — pourraient avoir un rdle dans le soulagement de la douleur ressentie par les
sujets d’autres études et soumis a des exercices traumatisants. Cependant, aucune échelle de
perception de la douleur n’a été proposée dans cette étude puisqu’elle ne f(it que descriptive (par

exemple, simple exposition en CCE).

C. REPONSES DUSYSTEMFE IMMUNITAIRE

Si aucune étude ne traite de la cinétique d’évolution du systéeme immunitaire aprés exposition en
CCE, le modele de la nage en eau froide et/ou de 'immersion en eau froide est depuis quelques années
bien utilisé dans les pays nordigues et peuvent nous renseigner sur I’évolution des défenses
immunitaires. Cette pratique, développée a partir de bases plutét culturelles que scientifiques, a
toujours permis de penser a une amélioration quant aux résistances aux infections. Dans ce contexte,

Jansky et al. [11] ont immergé dix patients dans une eau a 14 °C pendant une heure. Le principe fut



répété trois fois par semaine pendant six semaines afin d’en étudier les effets. Parmi plusieurs

marqueurs de Fimmunité mesurés, les auteurs observent une augmentation significative des
lymphocytes CD25 et des monocytes CD14. Les valeurs d’interleukine-6 (1L-6), facteur stimulant la
production des lymphocytes T, ne montrent qu’une tendance a 'augmentation. Bien que sans groupe
témoin, cette étude préliminaire nous oriente vers une possibilité d’amélioration du systéme
immunitaire par une exposition au froid. Dugué et Leppanen [12] ont pu renforcer ces résultats par une
étude ol les taux plasmatiques d’IL-6, de monocytes et de leucocytes étaient plus élevés pour une
population pratiquant régulierement la nage en eau froide que ceux ne la pratiquant pas. Les auteurs
concluent que les nageurs en eau froide présentent un systéme immunitaire mieux préparé a la réponse
inflammatoire et qu’une exposition répétée au froid (en immersion ou non) pourrait étre a 'origine
d’une meilleure défense aux infections. Il peut étre suggéré ainsi que des expositions répétées dans les
chambres de froid (par exemple, CCE) stimulent le systéme immunitaire de telle maniere que la
prédisposition aux infections soit moindre chez les individus acclimatés. De nouvelles études sur la CCE

devraient permettre d’éclairer ces hypothéses.

D RerOnses SUR LA FONCTION RESPIRATOIRE

L'incidence d’une exposition a une ambiance thermique froide sur la fonction respiratoire a fait
I'objet de quelques travaux. Il est admis classiquement que l'organisme réagit au froid par une
stimulation du systéeme nerveux sympathique, et cette stimulation est a ['origine d’une
bronchodilatation [13]. Bandopadhyay et Selvamurthy [14] ont étudié la fonction respiratoire de dix
sujets exposés en Arctique pendant neuf semaines. Les résultats ont montré que dans les premiers
jours le volume expiré maximal par seconde (VEMS) est significativement diminué pour recouvrer son
niveau initial aprés quatre semaines d’exposition. A la fin des neuf semaines, les auteurs observent une
amélioration significative de la VEMS, sans toutefois perdurer dans le temps. Ces conséquences
respiratoires au froid ont été étudiées récemment par Smolander et al. [8] en positionnant 25 sujets
non fumeurs en CCE. Ces sujets pratiquaient trois séances de CCE par semaine et ce pendant 12
semaines, a raison de deux minutes par séance. Le peak flow (PF) et le VEMS étaient mesurés deux
minutes et 30 minutes apres chaque séance. Aucune modification n’a été enregistrée au cours des trois
mois d’étude pour le PF et le VEMS mesurés deux minutes aprés les séances. En revanche, les valeurs
de PK et de VEMS étaient significativement réduits a la fin du premier mois, et ce lorsque celui-ci était
mesuré 30 minutes aprés les séances. Les auteurs expliquent que |'effet sympathique, réflexe au froid,
semble rattrapé a 30 minutes, puis dépassé par le systéme parasympathique. Les auteurs concluent que

la CCE doit étre utilisée avec précaution chez les personnes ayant des difficultés respiratoires.
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F. REPONSES SUR LE STATUT ANTIOXYDANT

Il est aujourd’hui admis que I'exercice physique se caractérise par une augmentation du volume
d’oxygéne consommé. Ce volume élevé d'oxygene consommé va engendrer une augmentation
concomitante de la production de radicaux libres [15,16]. L'exercice d’intensité élevée et/ou a forte
dominante excentrique peut alors s’'apparenter a un véritable « stress » ayant des conséquences
métaboliques importantes qui portent atteinte aux structures cellulaires. Ces espéces radicalaires libres
et dérivées de l'oxygéne (RLO) — impliquées dans le stress oxydant — peuvent avoir différentes
structures. Ces espéces sont des éléments chimiques extrémement réactifs qui, une fois produits, vont
venir oxyder différents composants de la cellule. Le résultat de ces perturbations est un
dysfonctionnement cellulaire menant notamment a des désordres inflammatoires. Dans un contexte
relié 3 une diminution de ce stress oxydant, la CCE a été quelquefois utilisée comme procédé pouvant
agir sur cette réduction. Les premiers travaux furent conduits par Siems et Brenke [17], ces auteurs
ayant pu montrer qgue I'exposition aigué a une CCE de une a cing minutes provoquait un stress oxydatif
chez les nageurs expérimentés. Une heure aprés I'exposition au froid, ces derniers augmentaient
significativement leur concentration intra-érythrocytaire en gluthation oxydé — marqueur de stress
oxydatif — comparée a une population témoin. Ces résultats étaient concomitants d’une réduction des
concentrations en acide urique, véritable piégeur de radicaux libres oxygénés [18]. lls postulerent de ce
fait que cette augmentation globale de protection anti-oxydante était le résultat a long terme de
sollicitations légéres de I'organisme en termes de stress oxydant. De plus, lors du refroidissement et de
la stimulation de l'organisme, les mitochondries du corps exposées a des conditions de basses
températures produisent dix fois plus d’anions superoxyde, souvent synonyme d’une peroxydation
lipidique [19]. Une étude récente de Dugué et Leppanen [12] a mis en exergue une augmentation de
I'activité totale antioxydante plasmatique (TAOP) aprés des expositions répétées en chambre froide
pendant 12 semaines a raison de trois fois par semaine. Ces résultats sont contradictoires par rapport a
leur hypothése de départ ou les auteurs pensaient trouver des valeurs qui diminueraient activement,
synonyme d’une meilleure protection. En effet, augmentation de la protection anti-oxydante
présupposée par I'exposition au froid répétée n’a jamais été prouvée par cette étude. La plupart des
études s’intéressant a la cryostimulation et a son influence sur les RLO et la peroxydation lipidique s’est
souvent focalisée sur le traitement des arthrites rhumatoides [1,13]. Une seule étude s’est réellement
intéressée a l'influence d’une session en CCE (a -130 <C) sur la balance pro-oxydante—anti-oxydante
[38]. Les auteurs ont pu montrer que le statut oxydatif total (SOT) dans le plasma, résultant d’une
exposition de trois minutes en CCE, était significativement plus faible 30 minutes aprés I'exposition au
froid. Le lendemain, le niveau de SOT demeurait toujours significativement plus faible comparé au
niveau initial de pré-exposition en CCE. De plus, les valeurs du statut antioxydant total (SAT) étaient

significativement plus faibles 30 minutes aprés exposition au froid mais les valeurs du lendemain



n’étaient plus différentes des valeurs initiales. Cependant, dans le cas des athletes, la cryostimulation
est accompagnée d’exercice physique dans le cadre de leur entrainement régulier et il apparait donc
difficile de savoir si la peroxydation lipidique est le simple résultat de I'entrainement et/ou de la

cryostimulation associée [6,20].

REPONSES SURLES SYMPTOMES DEPRESSIFS

Certaines études se sont intéressées aux effets du froid sur la médecine somatique et certaines
évidences semblent apparaitre quant aux modifications de "humeur. Les premiéres études sur ce sujet
ont pu démontrer qu’une courte exposition en CCE entrainait une amélioration du sommeil, de la
sensation de la relaxation profonde et de I"humeur générale. Ces effets semblent persister quelques
heures, voire quelques jours apres [21]. Dans une étude plus récente encore, Rymaszewska et al. {22]
ont étudié 23 patients dépressifs qu’ils sont positionnés en CCE (-150 °C, 160 secondes, dix fois en deux
semaines) tout en continuant le traitement médicamenteux anti-dépression. En utilisant les 21 items de
I’échelle de Hamilton Depression Rating Scale, (HRDS), ils ont pu conclure en faveur d’effets positifs de
I’'exposition a la CCE sur les scores établis sur cette échelle. Les auteurs concluent sur le soulagement du
symptome dépressif apporté par les différentes séances de CCE pendant deux semaines. Sur la base de
ces résultats, ces auteurs ont publié trés récemment une étude trés proche de leur précédente mais en
incluant cette fois 34 patients en termes de groupe témoin [23]. Aprés trois semaines de CCE, les 26
patients atteints d’'un syndrome dépressif ont diminué de 34,6 % les scores atteints sur I’échelle HRDS,
alors que le groupe témoin ne diminuait son score que de 2,9 %. L'une des hypotheses
neurobiologiques de la dépression étant le déreglement de I'axe hypothalamique-pituitaire-
adrénergique (HPA), les auteurs attribuent a cet axe la meilleure régulation de I'humeur et un meilleur
scoring au test HRDS. Il semblerait de plus que la CCE induise des effets positifs sur les rythmes
biologiques des patients. Tous ces résultats pourraient apporter des réponses aux troubies

psychologiques passagers que peuvent rencontrer les athlétes au quotidien dans leur entrainement.

G. LA CRYOTHERAPIE EN CORPS ENTIER ET LA RECUPERATION DU SPORTIF

Une étude préliminaire [24] a évalué les effets de la CCE sur les courbatures musculaires ressenties
par des patients en période de renforcement musculaire intense suite a une opération des ligaments
croisés antérieurs. Les sujets (n = 17) étaient exposés a la CCE durant trois minutes sur une période de
trois semaines a raison d’une séance par jour. Les résultats révélent une tendance a la baisse des
douleurs musculaires ressenties par les patients ayant été positionnés en CCE par rapport a un groupe
témoin (p = 0,07). D’autres études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats sur

un échantillon plus grand et expliquer cet effet positif de la CCE sur la réduction des courbatures.
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BUT DU PROIET ET HYPOTHESES

L'hypothése principale du projet de recherche est que les techniques de récupération par
exposition cryothérapie corps entier (CCE) ou aux infrarouges longs (Inovo) permettraient d’améliorer
significativement la récupération post-exercice comparativement a la récupération passive chez des
athlétes entrainés.

L'objectif de cette étude est de comparer les effets de différents processus de récupération :
cryothérapie corps entier (CCE) vs. Soins aux infrarouges longs (lnovo) et d’en déduire une

hiérarchisation des effets liée a ce type d’exercice.

-SPORTIFS

v

Ce protocole expérimental a pour objectif de caractériser objectivement les effets de ces deux
méthodes de récupération sur une population de sportif a partir de mesures biologique et mécaniques.
Cela pourra définir un terrain d’application concret pour les différentes Equipes de France désireuses de
récupérer par des procédés de froid ou de chaud. A long terme, cela permettrait de mieux assimiler les
différentes charges d’entrainement ou bien de les cibler au regard des séances prédictives de

récupération.

SCIENTIFIQUES
Améliorer et hiérarchiser la « posologie » de ces pratiques de récupération en vue d’augmenter la

performance. Apporter de la connaissance nouvelle dans ce domaine trés peu connu du monde

scientifique.

Les trois techniques de récupérations évaluées seront :

e CCE:4min maximum a -110°C
¢ Inovo : 30min
e Groupe témoin : récupération passive

Les spécificités de cette étude seront :

e d’étudier I'évolution des réponses inflammatoires suite aux différentes techniques.

o d’étudier I'impact de ces techniques sur le systeme cardio-vasculaire et neuromusculaire.

¢ de quantifier les éventuelles diminutions de performance en fonction des différentes méthodes
de récupération.

e d’étudier ces paramétres chez des sujets trés entrainés.
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RIELS ET METHODES

A SUJETE

11 sujets sportifs bien entrainés ont participé a cette étude. Tous les sujets avaient un passé
d’entrafnements similaires. Les athlétes sélectionnés participent tous régulierement a des compétitions
de course a pieds (Marathon, trails) et ne présentent pas de contre-indication a la cryothérapie corps
entier, telle que la claustrophobie ou I’hypersensibilité. Tous les sujets on été informés du protocole, des
risques et de leur droits conformément a la déclaration d’Helsinki. Tous les sujets étaient volontaires
pour participer a I’étude et ont signés un consentement éclairé ainsi qu’un questionnaire de santé. Cette

étude a été approuvée par le comité d’éthique d’ile-de-France XI {(Ref. 200978).

B. PROTOCOLEEXPERINIENTA
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Un apercu du protocole expérimental est présenté sur la figure 1. Tous les participants ont effectués les
3 modalités de récupération. Entre les essais, un minimum de 3 semaines d’entrainement a faible
intensité était imposé. Une fois par mois, les sujets effectuaient une simulation de trail sur un tapis
roulant suivi de I"'une des trois modalités de récupération (CCE, FIR ou PAS) présentées dans un ordre
aléatoire. Avant (Pre), aprés le trail simulé (Post), apres la premiére session de récupération (Post 1h),
et avant la session de récupération suivante (Post 24 h, Post 48 h, Post 72 h, Post 96 h), des indicateurs
classiques des dommages musculaires ont été mesurés tels que: la force maximale volontaire
isométrique, les perceptions de la douleur, de la fatigue e du bien-étre, le profile hématologique ainsi
que plusieurs marqueurs de l'inflammation (CK, IL-1ra, IL-1f, IL-6, IL-10, TNF-a, CRP). Une semaine
avant le début de I'expérimentation, les participants ont effectué des tests préliminaires et ont été
familiarisé avec le protocole. Entre le dut de I'expérimentation et la fin de I'étude, la charge
d’entrainement était imposée et continuellement controlée. Durant toute la durée de I'étude, les sujets

devaient s’abstenir de consommer des agents anti-inflammatoires ou d’utiliser toutes autres méthodes
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de récupérations (stretching, massage ou récupération active). Les participants ont également complété
des questionnaires alimentaires et d’activité afin de standardiser leur nutrition et hydratation lors de la

semaine qui précédait chaque nouvelle session expérimentale ainsi que tout au long des tests.

B.1 Tests , preliminaires

Une semaine avant le début de I'expérimentation,
les participants sont venus au laboratoire pour une
session de tests préliminaire. Un test classique
triangulaire de détermination de la consommation
maximale d’oxygéne (VO2max) sur tapis roulant a
d’abord été réalisé (Hausswirth et al, 1997). Aprés un
échauffement standardisé de 6 minutes a 12km.h-1,
la vitesse est incrémentée de 1km. h-1 toutes les 2
minutes jusqu’a épuisement volontaire des sujets.

Ces tests permettent [lidentification de la

consommation d’oxygéne a partir d’'un analyseur
d’échanges gazeux (Quark CPET, Cosmed, Roma,
Italy) selon les criteres définis par Basset et Howley (1995) ainsi que celle du seuil ventilatoire
(Wasserman et al, 1973). VO,max était déterminée a partir de la moyenne des 4 plus hautes valeurs de
VO, consécutives (VO,max moyenne : 62.0 + 3.9 mL.min"".kg). La vitesse maximale aérobie (VMA) était
la plus haute valeur de vitesse atteinte lors d’un palier complet (VMA moyenne: 18.7 + 1.1 km.h*). Une
fois ceci réalisé, les participants ont été exposés individuellement a une session de CCE dans une
chambre de cryothérapie (Icelab®, Zimmer MedizinSysteme, Neu-Ulm, Germany) proche du laboratoire.
Cette session de familiarisation ne durait qu’une seule minute et avait pour objectif de vérifier Ia

tolérance a la température extréme de chaque sujet.

B2. Course simulée ,dﬁe,_,_‘typ,e trail

Une fois par mois, les sujets ont effectué une course simulée de type trail construite pour générer de la
fatigue sur le méme tapis utilisé lors des tests préliminaires. La course de trail a été élaborée de fagon a
répliquer au maximum les contraintes rencontrées en course réelle [25]. La durée de "épreuve était de
48 min divisée en 5 blocs. Le premier bloc de 6 min sur un sol plat (0% de pente) était suivi d’un second
de 3 min en cote (+10% de pente) puis d’un troisieme de 3 min en descente (-15% de pente). La vitesse
était continuellement ajustée en fonction de la pente dans le but d’obtenir différentes intensités et
générer une demande métabolique proche d’une course réelle (figure). Ainsi, la vitesse a 0% était entre

la vitesse au seuil 1 et la vitesse au seuil 2 (15.5 + 0.9 km.h™"), alors que la vitesse & +10% de pente
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correspondait approximativement a 80% de la VMA a 10% (11.1 + 0.9 km.h™), et & -15% a la vitesse
mesurée au seuil 1 (14.2 + 0.7 km.h™). Les blocs 2 & 5 consistaient en 3 min a 0% suivi de 3 min de cote
puis 3 min de descente aux pentes et vitesse décrites précédemment.

B3. Modalités de récupération

[ o R DL DR Ty

Les sujets étaient assignés aléatoirement dans I'une des
trois modalités de récupération. Chaque sujet a utilisé
toutes les modalités de récupération. Les sessions de CCE
étaient administrées sous controle médical, dans une
chambre dédiée dans laquelle la température était

contrélée continuellement (Zimmer Elektromedizin,

Germany) et constitué de trois piece contiglies de
températures différentes (-10, -60 and -110°C). Lors de chaque session de CCE, les participants
traversaient les piéeces les moins froides puis restaient 3 min dans la piéce a -110°C. Il était demandé au
sujet d’étre sec, de porter un masque, des chaussettes, des gants et un maillot de bain. Lors des 3 min,
les participants devaient limiter les tensions, bouger leurs bras et marcher lentement. Aprés fa session
de CCE, les participants revétaient un peignoir puis s’asseyaient confortablement 10 min dans un
fauteuil a température ambiante (24°C). La seconde modalité de récupération consistait a exposer les
participants a des infrarouges longs (Inovo, IRL technology, Montpellier, France) pendant 30 min. Les
participants étaient allongés sur la table de I'appareil en tenu de bain. Le corps entier, sauf la téte, était
exposé aux radiations (4-14um, 45°C). Finalement, la derniére modalité de récupération était une
récupération passive (Modalité de controle) pendant laquelle les participants étaient assis

confortablement pendant 30 min dans un fauteuil dans une piéce a température ambiante.

B4. :Mesures-

Analyses  biologiques

Des prélévements sanguins de 16 ml ont été effectués dans une veine de I'avant bras (le sujet
étant au repos et en position assise}, a I'aide d’aiguilles épicraniennes, aux différents temps précisés ci-
dessus. Le sang était recueilli sur un tube héparine, puis centrifugé. Le plasma était pipeté et alicoté
dans des tubes de stockage type Eppendorf, puis congelé a -80°C.

De facon a évaluer I'efficacité de la récupération face a un exercice générant un stress oxydatif
métabolique, seront mesurés :

- Un marqueur de souffrance musculaire : CK

T
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- Des marqueurs de la réponse inflammatoire : cytokines (IL1ra, IL1B, iL-6, IL-10), TNFa, C-
Réactive protéine (CRP)

- Des marqueurs de stress oxydant : Oxydation de '’ADN

- Numération et formule globulaire sanguine

Evaluation  des paramétres mécaniques

v

L'étude est réalisée en utilisant un ergometre isocinétique de
type Contrex afin d’évaluer le moment développé par les
muscles muscles extenseurs et fléchisseurs des membres
inférieurs. Les sujets ont été placés en position assise, les

mouvements du haut du corps étant limités par une ceinture

abdominale. Il leur était demandé de maintenir les bras
croisés contre la poitrine. Leur cheville était solidarisée a I'ergomeétre a l'aide d’'une sangle. La
détermination du moment maximal isométrique pendant les différents tests s’est effectuée avec l'axe
de 'ergometre blogué a un angle de 100° (extension compléte de la jambe qui correspond a la position
angulaire 0°). Le moment maximal isométrique (0 rad.s™') était mesuré et moyenné sur les deux
meilleurs des trois essais réalisés. La force maximale volontaire est mesurée sur un intervalle de 500ms
une fois que le plateau maximal de force développée est atteint. Les valeurs sont exprimées brutes (en

N) et normalisées par rapport a la masse maigre (en N.kg™ de MM).

Questionnaires
Les sujets ont remplis trois questionnaires. Le premier permettait d’obtenir un indice de leur niveau de
courbatures (i.e. échelle des DOMS), le second de leurs sensations de récupération et le troisieme était
un gquestionnaire alimentaire. Ce dernier était a remplir en ligne 2 semaines avent chaque tests et lors

de la semaine de test.
C ANALYSE STATISTIQUE

Toutes les données ont été moyennées et présentées avec un écart-type {figures et tableaux). Une
analyse de variance (ANOVA) avec des mesures répétées a été employée pour comparer les résuitats en
fonction des deux facteurs, groupe et temps lorsque les données suivaient une loi normale. Lorsque les
valeurs de F étaient significatives, une analyse post-hoc de Tukey était réalisée. Le seuil de significativité
a été fixé a p < 0.05; Si les données ne suivaient pas une loi de normale, des tests non paramétriques de
type Friedman et Mann-Whitney ont été utilisés. L'ensemble des analyses statistiques était réalisé avec

le logiciel Statistica 7.0 (StatSoft, Inc. TULSA, Oklahoma ; USA) sous Windows.


JPNIQUET
Texte tapé à la machine
Evaluation des paramètres mécaniques

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine
Questionnaires

JPNIQUET
Texte tapé à la machine
C ANALYSE STATISTIQUE

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine

JPNIQUET
Texte tapé à la machine


RESULTATS

FIGURE 1 — VARIATION DES CONCENTRATIONS EN CRP, IL1B ET IL1RA ENTRE LA MESURE POST ET LA MESURE POST

96H.
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Les résultats sur les variations de concentrations montrent que des 1h, la condition CCE limite
I'augmentation de la CRP et de I'IL1B (Figure 1). Ce résultat perdure sur la CRP jusqu’a 96h. A I'inverse les
concentrations en IL1ra pour la condition CCE sont plus importantes en Post 1h qu’aprés la condition de

récupération passive.

FIGURE 2 — VARIATION DE LA FORCE MAXIMALE VOLONTAIRE ISOMETRIQUE JUSQU’A 48H.

FIR
CCE
PAS
50 -
B
O
O 40 - T
= f t
= T
O 30 -1
D
S 20 - o
[ end
[s)
o
S
b S O
©
.g [‘I
3
c 0
=
o]
g -10 -
=
3
'20 = } 1 1
Post 1h Post 24h Post 48h

T Significativement différent de la condition Post, ¥ Significativement différent de la condition Post 1h, (p<0.05)

Les résultats indiquent une diminution significative de la MVC immédiatement apres le trail quelque soit
les groupes, sans aucune différence entre les conditions. La capacité de production de force est
récupérée apres la premiére session de CCE (Post 1h), alors qu’elle ne I'est qu’a 24h avec la modalité FIR
et plus tard que 48h avec la modalité passive (Figure 2).

Les paramétres psychologiques sont influencés a la fois par |'exercice de course a pied et par la modalité
de récupération pendant les 48h qui ont suivis (Table 1). Pour tous les sujets, la perception de la douleur
et de la fatigue augmentent significativement immédiatement apres I'exercice (Post) et restent élevées
jusqu’a post 48h. La douleur et la fatigue sont réduites apres la premiére session de CCE (Post 1h), alors

que la modalité FIR ne permet de réduire ces parametres qu’a partir de 48h. Ni la perception de la




douleur, ni de la fatigue ne sont modifiées aprés la modalité passive dans les premiéres 48h qui ont

suivies |'exercice fatigant. Aprés les modalités FIR et PAS, les sensations de bien-étre sont altérées aprés
I’exercice et restent plus faibles que la condition Pre a chaque période testée, excepté pour la condition
FIR a 48h. Le bien-étre est plus haut que la valeur en Post exercice a 24h pour la condition CCE et 48h

pour la condition FIR.

TABLE 1 - INDICATEURS DES DOMMAGES MUSCULAIRES INDUITS PAR L’EXERCICE (EIMD), MESURES AVANT (PRE)

ET APRES (POST) LE TRAIL SIMULE, ET APRES CHAQUE SESSION DE RECUPERATION (POST 1H, POST 24H, POST 48H)

Variables {unités) Pre Post Post 1h Post 24h Post 48h
CK (% of pre)
FIR 0.0+0.0 40.5+18.4* 44.2+20.9* 192.3+179.3*t1 107.5+121.1*S
CCE 0.0x0.0 58.2+18.9% 73.9+334* 318.9+224.7*t% 195.3 +141.6*S
PAS 0.0+00 56.4 +25.1* 63.7+26.5* 231.8+132.1*tF 137.6+99.8*S
Douleur (/100)
FIR 1.6+3.2 61.9+19.0* 58.3+18.4* 49.3+29.1* 45.2 £ 29.1*t
CCE 0.2+0.7 60.6 £ 20.7* 31.7 +23.8*F 33.3+26.1*t 39.0+ 24.0*%
PAS 0.1+03 55.7 +18.2*% 44.3+23.7* 53.9+255*% 58.9 + 19.0*
Fatigue (/100)
FIR 8.3+98 75.3+11.2* 67.8+21.3* 65.8+20.0*% 61.8+15.9*
CCE 521938 77.9+13.3*% 44.6+26.3*t 35.9%19.4*% 46.6 + 24.0*t
PAS 87+123 654+26.6* 52.2+27.0% 49.2+21.4* 60.7 + 26.7*
Bien-étre (/100)
FIR 86.8+169 56.6+31.9*% 67.9+28.2* 66.9 +27.6* 72.4+19.27
CCE 77.7+25.2 6541266 749+126.7 87.1+0.0% 81.2 +20.4%
PAS 939+9.0 584+26.8* 69.8+253* 65.4+21.1* 68.7 £ 28.1*

Moyenne t ET; FIR Infrarouges longs, CCE cryothérapie corps entier, PAS passive

* significativement différent de la condition pre (p<0.05); t Significativement différent de {a condition post {p<0.05); t
Significativement différent de la condition post 1h (p<0.05} ; $ Significativement différent de la condition post 24h (p<0.05)
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TABLE 2: EVOLUTION DES CONCENTRATIONS EN CYTOKINES AVANT ET APRES L’EXERCICE.

Médiane et quartile haut et bas (Qys-Qys)

Pre Post Post 1h Post 24h Post 48h Post 72h Post 96h
- 0.115 3.203 * 1.326 * 0.063" 0.069" 0.069* 0.005*
IL6 (0.000 - 0.316)  (2.152 - 4.767) (0.921 - 2.021)  (0.000 - 0.518)  (0.000 - 0.345)  (0.000 - 0.589)  (0.000 - 0.320)
(pg.ml™) PAS § 0.126 3.202 * 1.471* 0.152"* 0.190" 0.126" 0.295*
(0.000 - 0.423) (2.488 - 4971) (1175 - 2.108) (0.115 - 0.486) (0.071 - 0.257)  (0.040 - 0.510) (0.000 - 0.515)
e S 0.509 6.792 * 5.204 0.801" 0.743* 0.582* 0.502"
IL10 (0.305 - 2.141)  (2.624 - 9.285)  (1.530 - 7.171)  (0.329 - 1.874) (0.266 - 1.288)  (0.319 - 0.843)  (0.282 - 0.739)
(pg.m!™) PAS S 0.651 7.434 * 3.367 0.541* 0.601% 0.504"* 0.430"
(0.345 - 1.013) (2.906 - 9.074) (1519 - 6.324)  (0.502 - 1.425) (0.279 - 1.297) (0.242 - 1.645) (0.274 - 1.042)
CCES 187 345 714 * 179* 179* 148" 172*
ILlra (122 - 284) (190 - 657) (527 - 2741) (120 - 290) (120 - 306) (105 - 231) (93 - 242)
(pg.ml™) PAS S 231 305 709 * 215 203 196" 189
(134 - 254) (237 - 441) (383 - 1077) (154 - 284) (143 - 242) (123 - 244) (134 - 238)
CCE S 0.145 0.253 0.295 0.260 0.171 0.166 0.149
IL1B (0.132 - 0.223) (0.165 - 0.277) (0.244 - 0.347) (0.169 - 0.277) (0.131 - 0.196)  (0.134 - 0.253)  (0.127 - 0.167)
(pg.ml™") PAS $ 0.153 0.183 0.325* 0.276 0.183 0.141 0.197
(0.134 - 0.193) (0.169 - 0.281)  (0.240 - 0.441) (0.184 - 0.309)  (0.172 - 0.243)  (0.125 - 0.274)  (0.139 - 0.226)
CCE S 176 176 183 530 ** 262 164 145
CRP (105 - 265) (150 - 278) (153 - 414) (339 - 810) (179 - 552) (148 - 427) (107 - 340)
(ng.ml™) PAS $ 173 243 306 847 ** 477 ** 448 * 321
(101 - 290) (107 - 307) (120 - 590) (514 - 2046) (323 - 1472) (250 - 909) (162 - 629)
o 0.423 0.475 1.246 0.336 0.380 0.221 0.080
TNFa (0.023 - 0.701) (0.649 - 1.577) (0.369 - 0.742) (0.051 - 0.661) (0.108 - 0.980) (0.099 - 0.347)  (0.051 - 0.101)
(pg.ml™") PAS 0.532 0.478 0.754 0.746 0.342 0.388 0.476

(0.242 - 0.760)

(0.233 - 0.779)

(0.655 - 1.086)

(0.410 - 1.002)

(0.288 - 0.383)

(0.000 - 0.478)

(0.042 - 1.117)

s, représente un effet significatif du temps (p<0.05); *, représente une différence significative avec la mesure Pre (p<0.05);; représente une différence significative avec la mesure Post (p<0.05).
Tous les résultats significatifs n’ont pas été notés (excepté pour Pre et Post) afin d’éviter la surcharge du tableau. CCE, cryothérapie corps entier; PAS, passive.



TABLE 3: NOMBRE DE LEUCOCYTES AVANT ET APRES L’EXERCICE.

Médiane et quartile haut et bas (Q,5-Qys)

PARAMETRES
3
(nombre/mm?) Pre Post Post 1h Post 24h Post 48h Post 72h Post 96h
cce’ 5000 6600 8000 * 5500 5200 5300 5200
Leucocvtes (4725 - 6100) (6200 - 7550) (7600 - 9200) (5100 - 6100) (4600 - 6100) (4600 - 5850) (4450 - 6400)
u
Y PASS 5600 6800 7800 * 5200 5300 5200 5700
(4400 - 6000) (5600 - 9100) (6000 - 9200) {4900 - 6000) (4600 - 5700) (4800 - 6300) (5100 - 6700)
CCE 2988 4548 6680 * 2996 2896 2754 2932
Neutrobhiles (2813 - 3325) (4124 - 5223) (5691 - 7268) (2739 - 3588) (2538 - 3261) (2652 - 4071) (2370 - 3889)
phl PAS 2979 4680 5670 * 2790 2907 3024 3364
(2296 - 3248) (3976 - 5460) (4440 - 7068) (2244 - 3240) (2350 - 3132) (2704 - 3654) (2907 - 3894)
CCES 1632 1392 1232 1848 1608 1617 1656
Lymphocvtes (1374 - 1984) (1225 - 1735) (1036 - 1545) (1624 - 2107) (1415 - 1998) (1380 - 1980) (1392 - 1836)
ymphocy PASS 1806 1536 1326 1850 1800 1800 1710
(1488 - 1976) (1428 - 1863) (1104 - 1440) (1560 - 1974) (1242 - 1880) (1488 - 2080) (1593 - 1856)
CCE 346 348 468 384 384 384 364
Monocytes (313 - 384) (300 - 377) (358 - 507) (329 - 488) (322 - 419) (309 - 477) (327 - 420)
Y PAS 404 357 460 378 354 364 364
(334 - 550) (315 - 495) (420 - 496) (324 - 490) (322 - 424) (315 - 441) (330 - 464)

$, Représente un effet significatif du temps {p<0.05); *, représente une différence significative avec la mesure Pre {p<0.05); Tous les résultats significatifs n’ont pas été notés afin d’éviter la
surcharge du tableau. CCE, cryothérapie corps entier; PAS, passive.
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CONCLUSIONS ET APPLICATIONS PRATIQUES

L'objectif de cette étude était de quantifier les éventuels bienfaits des récupérations de type
cryothérapie corps entier et infrarouges longs sur la récupération musculaire aprés un exercice épuisant
de course a pied. Trois résultats principaux ressortent de cette étude. D’une part la capacité de
production de force est restaurée plus rapidement aprés une récupération de type CCE et dans une
moindre mesure aprés une récupération de type FIR. Les réactions inflammatoires observées
classiquement aprés ce genre d’exercice sont également trés affectées par le choix de la modalité de
récupération. En effet, I'utilisation de la CCE en récupération limite trés fortement I'augmentation de la
CRP mais également de certaine cytokine pro-inflammatoire (IL1B) tout en augmentant la production de
cytokine anti-inflammatoire (IL1ra). D’autre part, les parametres de perception de la douleur, fatigue et

bien-étre sont également affectés positivement par I'utilisation d’une récupération de type CCE.

En conclusion, une session unique de CCE (3 min a -110 ° C) réalisée immédiatement aprés I'exercice a
amélioré la récupération musculaire en limitant les processus inflammatoires. Ces résultats suggérent
gue des interactions multiples entre cytokines sont probablement impliquées dans la réponse
physiologique a la fatigue et que le froid peut servir a limiter la sévérité de la réponse inflammatoire.
Dans ce cadre, et en accord avec notre hypothese, plusieurs expositions CCE peuvent améliorer la
récupération, en diminuant la réponse en phase inflammatoire aigué aprés un exercice de type trail,
contribuant ainsi au réle bénéfique dans la protection des organes aprés lésion musculaire. La présente
étude suggere que les antagonistes des récepteurs solubles de I'lL-lra augmentent aprés une
cryostimulation corps entier unique (-110 ° C) et limite la réponse inflammatoire a l'exercice par

diminution de I'amplitude de I'lL-1P et le CRP.

En termes d'applications pratiques, les données confirment que le traitement induit un effet de
protections anti-inflammatoires, et suggérent que la CCE réduit le temps de récupération par ses effets
positifs sur les paramétres immunologiques et le processus de régénération. Concrétement, sur la base
de ces résultats, nous suggérons qu’une utilisation de la CCE serait bénéfique aprés des exercices
générant des dommages musculaires méme faibles. D’autre part, son application répétée, permettrait
de maximiser les bénéfices de cette technique de récupération tout en améliorant I’état de fatigue et de

bien-étre de I'athléte.
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Time-Course of Changes in Inflammatory Response after
Whole-Body Cryotherapy Multi Exposures following
Severe Exercise
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Abstract

The objectives of the present investigation was to analyze the effect of two different recovery modalities on classical
markers of exercise-induced muscle damage (EIMD) and inflammation obtained after a simulated trail running race.
Endurance trained males (n=11) completed two experimental trials separated by 1 month in a randomized crossover
design; one trial involved passive recovery (PAS), the other a specific whole body cryotherapy (WBC) for 96 h post-exercise
(repeated each day). For each trial, subjects performed a 48 min running treadmill exercise followed by PAS or WBC. The
Interleukin (IL) -1 (IL-1), IL-6, IL-10, tumor necrosis factor alpha (TNF-2), protein C-reactive (CRP) and white blood cells count
were measured at rest, immediately post-exercise, and at 24, 48, 72, 96 h in post-exercise recovery. A significant time effect
was observed to characterize an inflammatory state (Pre vs. Post) following the exercise bout in all conditions (p<0.05).
Indeed, IL-1B (Post 1 h) and CRP (Post 24 h) levels decreased and IL-1ra (Post 1 h) increased following WBC when compared
to PAS. In WBC condition (p<<0.05), TNF-o, IL-10 and IL-6 remain unchanged compared to PAS condition. Overall, the results
indicated that the WBC was effective in reducing the inflammatory process. These results may be explained by
vasoconstriction at muscular level, and both the decrease in cytokines activity pro-inflammatory, and increase in cytokines
anti-inflammatory.
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Introduction immune compromise (6]. The mechanical damage to the

contractile unit or plasma membrance occurs primarily due to

Athletes participating in competitive sports arc often exposed to
over-load training and competition, which may include repeated,
high-intensity exercise sessions performed multiple times per week
[1]. Intense training and competition particularly with under-
recovery time could induce muscle damage and subsequent
inflammation indicated by muscle soreness, swelling, prolonged
loss of muscle function and the leakage of muscle proteins, such as
C-Rcactive Protein (CRP) in the circulation [2,3]. The essential
component of the physical stress theory is that high intensity
physical exercise creates muscle damage and inflammation leading
to disturbance in cellular homeostasis and discomfort, a phenom-
cnon that is referred to as delayed onset muscle soreness (DOMS)
[4-7]. In this context, the scientific interest in sports recovery
modalities has been increasing in the recent years [8]. However,
few studies have focused on surrogate outcomes as markers of
inflammation and skeletal muscle recovery (i.e. leukocvtes,
enzymes activity, CRP) related to recovery after cold treatment
following a single hout of severe exercise [7,9,10].

High training volumes and/or insufficient recovery has been
associated  with muscular fatigue, soft tissues injury, and/or

@ PLOS ONE | www.plosone.org

the eccentric component of muscle movement. This insult may
initiatc metabolic/chemical pathways in the following hours or
days, creating further damage causing an alteration in the flow,
quantity and function of the immune system [2.11.12]. These
cvents lead to a generalized biphasic inflammatory cascade n
response to muscle damage, which involves briefly the release of
various cytokines.

Strenuous exercise induces an increase in the pro-inflammatory
cvtokines Tumor Necrosis Factor alpha {TNF-2) and interleukin 1
Beta (IL-1B) and a dramatic increase in the inflammation
responsive cytokine interleukin 6 (IL-6). "T'his is balanced by the
release of eytokine inhibitors interleukin 1 receptor alpha {IL-1ra!
and the anti-inflammatory cvtokine interleukin 10 {IL-107 [11].
‘the highest concentration of IL-6 has been found immediately
after a marathon race, whereas 1L-1ra pcaks 1 h post-exercise
(128-fold and 39-fold increascs. respectively. compared to the pre-
exercise valucs). The plasma level of IL-10 showed a 27-fold
increase immediately post-exercise. ‘The plasma level of IL-1B and
I'NF-o peak in the first hour after the exercise (2.1-, 2.3- fold,
respectively). ‘The pro inflammatory cyvtokines including IL-1B
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facilitate an influx of lymphocytes, neutrophils, monocytes, which
participate in the healing of tissue [11,13]. Morcover, the plasma
level of C-reactive protein (CRP) increases and peaks 24 h (3-fold)
after plvometric exercise or a marathon race compared to the pre-
exercise value [3,11,13,14]. However, inadequate or cxcessive
inflammatory response may lead to improper cellular repair, tissue
damage, and muscle dystunction leading to loss in performance
[15].

Achieving an  appropriatc  balance  between  training  and
competition stresses and recovery is important i maximizing
the performance of athletes [16]. In this context, the development
of methods to speed-up the recovery of clite athletes from intense
training and/or competition has been a major target of athletes
and their support staff for many years [8]. Athletes, therefore, use
many different therapeutic interventions, such as low intensity
exercise and cold therapy {ie. ice pack, shower, fan, ice ingestion,
wet towel, cold water immersion (CW1), in an cffort to speed-up
recovery between intense bouts of exercise or competition stress
[7,17]. Cold therapy is
used as a procedure to alleviate pain symptoms,
particularly in inflammatory diseases, injuries and overuse
symptoms and thereby aiding recovery after soft-tissue trauma
[18-20]. Although CWTI has a relative low cost, the time required
for therapists to prepare CWI is time consuming. In addition, the
water and ice used in CWI can only be used once, and it is
relatively difficult to control the temperature during the treatment
[9]. A recent method designated the whole-body cryotherapy
WBC) has been progressively used as an cfficient tool in biological
regeneration of healthy and physically fits individuals [17,21].
WBC consists in a bricf exposure in minimal clothing to very dry
cold air {ranging from —110°C to —180"C} to the surface of the
body for 2-3 min to treat the symptoms of various discases such as
arthritis. fibromyalgia and ankylosing spondylitis [18]. It alrcady
has been already demonstrated that WBC stimulated physiological
reactions of an organism which result in analgesic, anti-swelling,
antalgic immune and circulatory system reactions and then could
improve recovery after muscle injury from muscular trauma [22-
24|. The reported general effect of WBC suggests that it may be
beneficial to sportsmen also. A recent work has shown that three
repeated WBC cvents by the day before cach training session,
benefits the time it takes for the kayaker to return to full fitness and
may avord surgerv [25]. The authors demonstrated that after 6
days of clite training kayakers with a mean of 4 h per day, at an
extremely low temperature, was associated with a decrease of
—34% in the activity of creatine kinase (CK) and a slight decrease

and maintain  sport performance
commuonly

—3% in cortisol concentration compare to the week without
crvostimulation cxposure |25]. Morcover, after 3 h per day of an
clite rugby training program, 1 repeated WBC treatment cach day
over 3 days has also been shown to decrease 1L-2, IL-8, CK,
prostaglandin  E2 (PGE2) activity, and exhibited increased
concentrations of anti-inflammatory cytokines (1L-10) in periph-
cral blood, suggesting a local and systemic anti-inflammatory cffect
[10]. However, there was no precision in this study regarding
when the treatment was applied before (pre-cooling) or at the end
{post-cooling} of excercise. Furthermore, no case-control protocol
was applied in this study and the interaction of excrcise and cold
exposure on immune function has not been well studied [26,27}
making it difficult to evaluate the real potential of this method of
recovery.

In this context, very limited specific studies and data on
inflammatory mediators are available using WBC like methods of
recovery after exercise. ‘Thercfore, the primary aim of this
investigation was to analyze the effect of two different recovery
modalities WBC vs. PAS) after exercise in the proposed markers
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for muscle damage, systemic inflammation (CRP, 1L-6, 1L-1p, IL-
Ira, 1L-10, INF-o) and immunec cell mobilization {total leuko-
cytes, neutrophils, monocytes and lymphocytes). We hypothesized
that WBC compared to PAS, accelerate the recovery in reducing
excercise-induced muscle damage (EIND) by decreasing the acute
phase of inflammation in response to a single bout of exercise. A
complementary aim of this study was to determine whether WBC
had a positive cffect on recovery from exertional muscle damage
and immune function during 4 days following a single bout of
exercise in well-trained runners.

Methods

Subjects

Eleven well-trained runners participated in the study (sce
Table 1 for characteristics), all with similar tramning levels and
statures. The sclected runners regularly engaged in long distance
running cvents (c.g. marathon, trails) and presented no contrain-
dications to cryotherapy, such as claustrophobia and cold
hypersensitivity. All subjects were volunteers and were informed
about the study protocol, the risks of tests and investigations, and
their rights according to the Declaration of Helsinki. All subjects
accepted to participate and completed the written  informed
consent and a health history questionnaire. The study was
approved by the local Ethics Committee (fle-de-France XI.
France; Ref. 200978) before its initiation.

Study Design

An overview of the experimental protocol 15 presented in
Figure 1. All participants uscd both recovery modalitics. Between
trials, a minimum of three weeks of low intensity training was
ensured. Once a month, subjects completed a simulated trail run
on a treadmill followed by one of the two recovery modalities
presented in a random order (WBC or PAS). Before (Pre), after the
simulation (Post), after the first recovery session {Post 1 hj, and
before the following recovery sessions (Post 24 h, Post 48 h. Post
72 h, Post 96 h), blood samples, were collected to analyvzed several
markers of inflammation, muscle damage (IL-1ra, IL-1p. I1.-6. II.-
10, INF-a, CRP) and the haecmatological profile. One weck
before the experiment, subjects were familiarized with the test
scheme and location and preliminary testing was performed. From
that week onwards until the end of the experimentation period. the
training loads of all subjects were imposed and under control. The
subjects refrained from consumption of any anti-inflammatory pills
and did not use any addittonal methods to aid recovery {ie.
stretching, massage or active recovery). Participants completed
food and activity diaries to standardisc hydration and nutrition

Table 1. Characteristics of the study group.

Subject characteristics Means + SEM
Age (years) 31.8 * 196
Height (cm) 179 + 181
Weight (kg) 70.6 + 196
VOzmax (M. min " kg ') 62 + 1.8
MAS (km.h ") 187 + 033
10 km-run (min} 3448 * 07

VO,max: Maximal oxygen uptake; MAS, Maximal Aerobic Speed. Values are
expressed as means * SEM of the means.
doi:10.1371/journal.pone.0022748.t001
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Figure 2. Changes in CRP (A), IL-1f (B) and IL-1ra (C) from post-running exercise to recovery. #, significant difference between groups
(p<<0.05). WBC, whole body cryotherapy; PAS, passive rest recovery.
doi:10.1371/journal.pone.0022748.9002

were analyzed in duplicate at respective wavelength on  a HEMATOLOGIC PROFILE - Blood from the 3 ml. tube
spectrophotometer Dynex MRXc (Magellan Biosciences, Chelms- were analysed for leukocyte and erythrocyte count using an
ford, MA, USA}. The sensitivity limit of CRP, INF-4, IL-Ira, IL-  automated cell counter (Cell-Dyn® Ruby '™, Abbott, IL. USA) by
14, IL-6, 1L-10 assay were respectively 0.010, 0.106, 6.26, 0.057, standard laboratory procedures  {flow cytometry) previously
0.016-0.110 {rangc), 0.5 pg.ml ™", described in detail [32].
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Statistical Analyses

Statistical analysis was performed using the SPSS 19 package
(IBM corporation, Inc. NY, USA). We assessed the distribution of
the analyzed variables using a Shapiro-Wilk test. The results
showed that the distributions deviated from normal distribution, so
a detailed statistical analysis using nonparametric tests was
necessary: a Wilcoxon matched-pairs test was completed to assess
significantly difference between groups and a Friecdman rank test
was undertaken to cvaluate the statistical differences in time for
cach recovery modality. When a significant F-value in Fricdmans®
analysis was found, a post-hoc test with a Bonferroni correction
was used to determine the between-means differences. For the
parameters with normal distribution the results are expressed as
the mean value with standard crror of the mean (£ SEM), in other
cascs the results are expressed as median, the value of the lower
quartile {QQ,5) and the value of the upper quartile (Qy5). 'The level
of significance was set at p<<0.03.

Results

There were no statistically significant differences in the initial
levels of any of the studied cytokines between the examined
groups. These values were low and typical for healthy persons.
‘The results obtained in subsequent samples were referred to the
initial Ievel for the group, treated as the control level,

Enzymatic Analyses

Tumeor Necrosis Factor-a. lFor both recovery modalities,
there was no time cffect on TINF-o and no differences between
groups at anvtime point (Fable S1).

Interleukin -6 and Interleukin -10. The Wilcoxon
matched-pairs test indicated no significant difference on IL-6
and 1L-10 levels from post-exercise between PAS and WBC
conditions. For both groups. a significant time cffect (P<0.05) was
observed with very similar inflammatory response regardless of
recovery mode. Both 1L-6 and 1L-10 level increase immediately
after exereise.

Interleukin -1 and Interleukin -1 ra. 'The Wilcoxon
matched-pairs test revealed (Figure 2B and 2C, respectively)
significant differences between recovery modalities at Post 1 h
(p<<0.05). At Post 1 h, AIL-1f and AlL-lra showed significant
higher and lower values in the PAS condition compared to the
WBC., respectively. There was also a significant (p<<0.05) difference
in AlL-1ra with lower valucs for the WBC condition compared to
the PAS condition at Post 24 h. On raw data, the Friedman test
revealed a significant difference between time measurements for
both groups for cach of thesc cytokines (P<<0.03) (Fable S1). Post-
hoc analyses revealed that the decrease of 1L-1ra occurs carlier after
cryotherapy trcatment than after the PAS modality (WBC: Post
24 h vs. PAS: Post 72 h). Post-hoc analysis on IL-1f revealed that
plasma concentrations at Post 1 h were significantly higher
(P<<0.05) than Pre only for the PAS condition {Table S1).

Plasma C-reactive protein (CRP). CRP lcvel is steady
whatever the condition at Post and Post | h compared to basal
value. Analyses of Delta CRP (ACRP) from Post measurement
showed significant  (p<<0.05) difference  between  recovery
modalitics at Post 1 h, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h from exercise
with significant higher values in the PAS condition compared to
the WBC (Fig. 2A). A significant time cffect was recorded for both
groups. CRP increased {(p<<0.05) and peaked 24 h post-exercise in
both groups (WBC =+123% vs. PAS= +515%). In the PAS
group, 48 h after exposure the increcased CRP level persists (at
72 h, P=0.052 with Bonferroni’s correction) while the levels of
WBC group return to the initial state.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Leukocytes Counts

Leukocytes counts showed no significant differences (p<<0.03)
between modalities. 'The Friedman test revealed a trend towards
significance  between  time  measurements.  Post-hoc  analyses
showed a significant increase (p<0.05) at Post | h of 32% and
returns to the initial state by Post 24 h in both groups.
Additionally, the increase concerned the number of neutrophils.
There were no statistically significant changes in monocytes and
lymphocytes (Lable S2).

Discussion

This study was conducted in order to analyze the effect of two
different recovery modalitics on classical markers of exercise-
induced muscle damage (EIMD) and inflammation obtained after a
simulated trail running race. We chose to compare changes in
immune cell mobilisation and CRP level because they are reliable
indicators of acute performance deterioration, muscle damage and/
or inflammation routinely evaluated in the general population and
in athletes [3,10]. The major finding was that a single exposure to
WBC significantly alleviated inflammation after a strenuous exercise
run. i) Delta IL-1p was significantly suppressed 1 h after exercise
following WBC, compared to the PAS condition ii) Delta IL-1ra
increased 1 h and 24 h after exercise following WBC compared to
PAS 1) CRP increase was strongly limited in the WBC group
compared to the PAS group at 24 h and until 48 h after exercise.

Principally, trail excreise will involve substantial uphill and
downhill clements. The uphill tends to result in a greater exercise
intensity and hence an mereased metabolic cost [33]. Conversely,
downhill results in a lower metabolic cost than level and uphill
walking at the same absolute speed [34], but it imposes greater
forces on the lower limbs {33], resulting in greater cccentric
loading. These eccentric muscle actions during downhill can result
in temporary EIMD, which is manifested as reduced muscle
function, muscle soreness (DOMS), cfflux of intramuscular
enzymes, and limb swelling that may last for several dayvs after
the exercise bout [36].

Within the injured muscle tissue there s leukocyte infiltration
and local production of various pro- and ant-inflammatory
cytokines which are crucial for nitiating the breakdown and the
subscquent removal of damaged muscle fragments [37]. As
expected, the present study demonstrates that trail exercise
induces a significant release and peak of IL-6 (16 fold) and IL-
10 (7 fold) levels carly after trail exercise compared to rest (means
of both groups), followed by a rapid decrease toward pre-exercise.
as demonstrated in previous studies [6,11.13]. However there was
no significant change in the plasma concentration of the pro-
inflammatory cytokine 'TNF-a. T'his lack of change was consistent
with a 42 km marathon [38] and iron man race, suggesting that
our population is well trained to this type of exercise [39].
Morcover, the fact that the plasma level of TINF-o was not affected
immediately after the trail exercise, might explain why the
monocytes were also not activated by the exercise [14]. 1t 1s also
well established that high intensity exercise (>75% VO;max) is
associated with significant increases in circulating leukocytes (i.e.
increases of neutrophils and falls in lymphocytes) during recovery
[7]. In the present study, leukocytes increase an average of 34%
above resting level. This 1s mainly duc to an increase of the
ncutrophils number by 64% whercas lymphocytes felt to an
average of 10% Post (mean of both groups). Furthermore, as
previously described [11], high plasma concentration of IL-6
induces a peak expression of IL-1ra and 1L-1B 1 h aficr exercise,
345% and 138%, respectively (PAS group values compared to Pre
valucs).
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Consistent with previous studics, we find similarly that increased
cytokines levels were related to a significant increase and peak in
CRP 24 h after exercise [3,40]. In the present study, the CRP level
of the PAS group increased 6-fold 24 h after the simulated running
race comparce to Pre value vs. 3 fold or 31 fold in previous studics
13,39]. Howcever, these differences compared to the first study
might be explained by the greater muscle mass mobilized by lower
limbh vs. elbow or the used of eccentric activation vs. concentric
actions in the previous study {3]. Secondly, unlike results with the
sccond study cited [39] may be explained by the difference in the
type and duration of exercise leading to greater acute phasc
response than following trail exercise. Indeed the iron man
triathlon race consisted of about 10 h of exercise (swim, bike, run)
vs. only 48min trail run excercise in the present study.

The amalgamation of these damaging cffects can be problem-
atic for activity on subscquent days, and there may be a greater
risk of injury duc to residual soreness and perturbations in muscle
function [41]. This study measured the sclected cytokines 'TNF-a,
IL-6, 1L-10, 1L-1ra, IL-1B and CRP in well-trained athletes for up
to 96 h following a trail exercise. 1L-6 and IL-10 levels arc not
influenced by one session of WBC repeated on four consecutive
days. However, contrary to previous reports suggesting that WBC
exposure increased the anti-inflammatory cytokine 1L-10 produc-
tion [10], our results present no significant changes after 4
cxposures to WBC, compared to PAS modality. Nevertheless, the
different type of exercise, 3 h by day of Elite training rugby during
4 davs 5. 48 min running excrcise in the first day might explain
this difference of result between studies. However this previous
study did not utilize a control passive group as in the present study,
in order to state that the increase in 1L-10 1s due to cryotherapy
and not to the repetition of exercise itself. Morcover, they
conducted the study on a more acute time line, 7 days vs. 5 days in
the present study, which might lead for the difference of IL-10
response.

There is accumulating evidence in the literature that -1 is
balanced by the release of cytokine inhibitors such as IL-1ra which
restrict the magnitude and duration of the inflammatory response
to cxcrcise |[11]. At Post 1 h, AlL-1ra and AIL-1p from Post are
up-regulated and down-regulated after a single WBC session,
respectively. and AIL-1B remain significantly different (p<<0.05) at
Post 24 h when compared to values taken during control passive
rest recovery (Figure 2). Excepted the study of Lubkowska ct al.
[21] that showed changes of the 1L-6 and IL-1 level, after multiple
WBC exposure, literature on the cytokines cascade after exercise
and the influence of WBC is very sparse and do not provide
related results to both 1L-1 and 1L-6.

WBC is not cffective in modulation of leukocytes population
after 4 sessions of WBC following trail exercise. This result is in
accordance with a previous study, which showed no significant
changes in leukocvtes count after 10 sessions of WBC, applied 2
days following progressive ergocycle test until volitional exhaustion
[42]. In parallel to 1L-1 modulation, neutrophils numbers were
recovered 24 h after exercise in both groups. However to the best
of our knowledge, there is no previous study related to neutrophils
tollowing exercise and WBC sessions. Published data suggest that
WBC has no detrimental effect on immunological parameters,
although the obscrvation period in the present study may be too
short to cvaluate changes in monocytes, lymphocyte mvolvement
and function [10].

A previous study presented a negligible effect of WBC on CRP
[10]. However, we find that a single WBC exposure suppresses the
pecak increase in CRP 24 h after cxercise and the difference
(p<<0.03) of ACRP with PAS group initiate at 1 h until 96 h after
exercise (Figure 2 A). However, the differences in excercise type
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between studies as previously described might also explain the
differences in results. Morcover, the lower body mass index (BMI)
in the study, 21.1+ 1.1 kg.m ™ ? herein vs. 27.2%2.3 kg.m 7 for the
population study in Banfi ct al. (2008) [10] might lead to a
different impact of cold at both skin and core levels. Indeed, some
studics indicatc reduced cold-induced thermogenesis, due to a high
level of insulation m obesity under severe cold conditions [43], and
decreased autonomic responsivencss [44]. Indeed, a stimulating
cffect of cold exposure was found to depend on the relationship
between the decrcase in core temperature, and the duration of
cxposure [43].

In the present study, using a single exposurc in WBC s
associated Post 1 h with a significant decrease (p<<0.03) of the pro-
inflammatory mediator IL-1f {Figure 2 B) and an increase of the
anti-inflammatory cytokine Il.-1ra {(Figure 2 Cj compared to PAS.
In accordance with the present results, it was shown that
prolonged cold-wet (5°C) exposure following strenuous exercise
also differentially modulated cytokine production, up regulating
(12%3.7%) IL-1ra production and down regulating {1.130.05%)
1L-1P secreton [46]. Morcover consistent with a previous report
using cold-pack application, WBC exposure immediately after
cxcercise had no cffect on IL-6 levels and was associated with a
significant decrcase of IL-1B [8]. In contrast, previous study
associated exercise with ice application recovery showed a
significant decrease (29%) in the ant-inflammatory marker 1L-
Ira compare to the pre-exercise value [8]. The discrepancy for the
differences in cytokine responses between studies is likely due to
the nature of exercise and the aim of the method of cold exposure
(te. decrcase skin  temperature or core body temperature}
[8,10,46]. Cryotherapy exposure causes a drive to maitain core
body temperature, resulting in local vasoconstriction [47]. In this
case, the skin temperature would be a determiming factor i the
shortening or relaxing rate of smooth muscle n the vessel wall
[48]. It has been suggested that the vasoconstriction resulting from
cold exposure may result in a redistribution of blood flow away
from the skin towards the muscle and core. However, data of a
recent study showed that more blood was distributed to the skin in
cold water [49]. This suggests that colder temperatures may be
associated with reduced muscle blood flow, which could provide
an cxplanation for the benefits of cold m alleviating exercise-
induced muscle damage 1n sports and athletic contexts [49]. In
addition, during a scvere cold exposure, such as WBC, skin
temperature decreases quickly due to vasoconstriction and direct
skin cooling, most markedly n the extremitics [30]. Indeed. this
previous study showed that skin temperature recorded in the calf
was 9.04+3.78°C immediatcly after WBC [51]. Thus WBC
—110°C might inducc a greater fluid shift than other method,
which accelerates turn-over process.

In general, we observed an exercise induced neutrophilia in all
trials (lable S52). During recovery after WBC. circulating
ncutrophil counts increased by an average of 114% above bascline
value, with the largest increase 1 h after exercise. In contrast, the
average incrcase i ncutrophil counts was lower during PAS
(101%). In accord with the result of a previous study, acute cold
stress increased significantly circulating neutrophil counts [7.52].
In the literature, neutrophils depletion significantly impaired their
angiogenic function (via the vascular endothelial growth factor
(VEGE)) [53]. This adaptive change (anglogenesis) is one of the
physiological adaptations for the improvement of perfusion,
physical performance and other health benefits [34]. Thus,
WBC might contribute to angiogenesis, and decrecase DOMS
and time of recovery.

Limited evidence suggests that cold exposure may also initiate
changes n cytokine expression associated with a nonspecific acute
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phase reaction [27]. Downstream of the change in cytokine levels,
especially IL-1, we observed in this study a concomitant down-
regulation of CRP when athletes used the WBC treatments.
Indeed, in a previous study, the correlation between 1L-1 and CRP
releasc was stronger than that 1L-6 and CRP suggesting that 1L-1B
is probably the more powerful stimulant of CRP release |35
Contrary to previous studies, we observe a significant decrease in
CRP after WBC compared to PAS, while others have indicated
negligible changes after WBC or CWI [10,56]. Nevertheless, in
both studics there is no assessment 24 h post-exercise attesting a
significant increcasc or control group to ohserve any significant
difference. Sccond, for Halson et al. (2008) {56], 1 min of exposure
repeated 3 times to cold temperature of 11.5°C during the CWI
mcthod scems to be limited to induce sufficient physiological
changes [57].

The mechanism underlying the abovementioned differences in
cvtokine generation is not clear, but it can be argued that cold-
assoctated modulation of cytokine production may be provoked by
alterations in central hemodynamics associated with enhanced
thermoregulatory demands and therefore may mnfluence immune
homcostasis in cold environments [27,46]. Since recently the
direct effect of cytokines on ncuroendocrine axes has been
demonstrated [58]. Inflammation and immunity are under the
control of many different systems, including the nervous, the
endocrme  and the vascular systems. Nerve endings release
norepinephrine in the tissucs [58]. Cold-induced vasoconstriction
should be related to the reflex sympathetic activity and its
attendant increase in the affinity of a-adrenoceptors i the
vascular wall for norepinephrine (not measurcd in the present
study) [59]. It binds o and B-adrenergic receptors expressed on
immune cells. Moreover, a previous study demonstrated  that
norepinephrine was the only hormone that responded positively to
WBC treatment (i.c. three time exposure, over one week) and that
the sustained norepinephrine could have a role in pain alleviation
(DONMIS) [{60]. Thus. another hypothesis has been formulated to
explain the cytokines modulation. The findings of the present
study (Table S1} are consistent with investigations indicating that
adrenergic/noradrenergic mechanisms are intimately mvolved in
the regulation of cytokines production with physical stress [61].
The stmulation of P-adrenoceptors during stress  attenuates
cxcessive synthesis of pro-inflammatory cytokines (IL-1f and
TNF-2), and clevates ant-inflammatory cytokines (1L-6, 1L-1ra
and IL-10) [62]. In this context, the current observations showing
that cold exposure suppressed IL-1B but stimulated IL-1ra

References

1. King M. Duflield R 120091 The eflects of recovery interventions on consecutive
days of intermittent sprint exercise. ] Strength Cond Res 23: 1795 1802
Hirose L, Nosaka K, Newton M, Laveder A, Kano N ecal (2004; Changes in
inflammatory  mediators following eccentric exercise of the elbow  flexors.
Lxercise immunology review 10: 75 90.

3. Chatzinikolaou A, Fatouros 1G, Gouargoulis V, Avlonitl A, Jamurtas AZ, et al.
20103 Time course of changes in performance and inflammatory responses after
acute plyometric exercise. } Strength Gond Res 24: 1389 1398,

4. Clarkson PM, Tremblay 1 {1988; Exercise-induced muscle damage. repair, and
adaptation in humans. J Appl Physiol 65: 1 6.

5. Hellebrandt FA\, Houtz §J 11956) Mechanisms of muscle waining in man:
experimental demonstration of the overload principle. Phys Ther Rev 36: 371 383,

. Pedersen BK. Toft AD {2000 Effects of exercise on lymphocytes and cvtokines.
BrJ Sports Med 34: 246 251,

7. Stacey DL Gibala A, Martin Ginis K, Timmons B (20101 Effects of recoveny
method after exercise on performance, immune changes, and psvchological
outcomes. J Orthop Sports Phys Ther 401105 636 665.

8. Nemet D, Meckel Y, Bar-Sela S, Zaldivar I, Gooper DM, et al. {2009) Eftect of
local cold-pack application on systemic anabolic and inflammatory response to
sprint-interval training: a prospective comparative wial. Eur J Appl Physiol 107:
11 417,

9. Leal Junior EC, de Godoi V. Mancalossi J1.. Rossi RP, De Marchi T, et al.
2011 Comparison between cold water immersion thevapy (CWTT: and light

[

@ PLoS ONE | www.plosone.org

_L

Inflammatory Response after Whole-Body Cryotherapy

expression, indicating that B-adrenergic mechanisms may have
predominated when cold stress was preceded by exercise. This
confirmed that the treatment induced an ant-inflammatory
protection [10].

In conclusion, a unique session of WBC (3 min at —110°C)
performed immediately after exercise enhanced muscular recovery
by restricting the inflammatory process. These findings suggest
that multiple interactions between cytokines are likely involved in
the physiological response to exertional fatigue and cold may serve
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Lobjectif de cette étude était de quantifier les éventuels bienfaits des récupérations de type cryothérapie du corps entier
(CCE) et infrarouges longs sur la récupération musculaire aprés un exercice épuisant de course a pied. Trois résultats
principaux ressortent de cette étude. D'une part la capacité de production de force est restaurée plus rapidement aprées

une récupération de type CCE et dans une moindre mesure aprés une récupération de type FIR. Les réactions inflammatoires
observées classiquement apres ce genre d'exercice sont également trés affectées par le choix de la modalité de
récupération. En effet, I'utilisation de la CCE en récupération limite trés fortement I'augmentation de la protéine C-Réactive
(CRP) mais également de certaines cytokines pro-inflammatoire (i.e. IL1Béta) tout en augmentant la production de cytokine
anti-inflammatoire comme I'lL.1ra. D'autre part, les paramétres de perception de la douleur, fatigue et bien-étre sont
également affectés positivement par l'utilisation d’'une récupération de type CCE.

En conclusion, une session unique d'exposition a la CCE (3 min a -110 ° C) réalisée immédiatement aprés I'exercice a

amélioré la récupération musculaire en limitant les processus inflammatoires. Ces résultats suggérent que des interactions
multiples entre cytokines sont probablement impliquées dans la réponse physiologique a la fatigue et que le froid peut

servir a limiter la sévérité de la réponse inflammatoire. Dans ce cadre, et en accord avec notre hypothése, plusieurs expositions
en CCE peuvent améliorer la récupération, en diminuant la réponse en phase inflammatoire aigué aprés un exercice de type
trail, contribuant ainsi au réle bénéfique dans la protection des organes aprés lésion musculaire. La présente étude suggere
que les antagonistes des récepteurs solubles de I'lL-1ra augmentent aprés une cryostimulation corps entier unique

(-110 ° C) et limite la réponse inflammatoire a I'exercice par diminution de I'amplitude de I'IL-1f et la CRP.

En termes d'applications pratiques, les données confirment que le traitement induit un effet de protections

anti-inflammatoires, et suggérent que la CCE réduit le temps de récupération par ses effets positifs sur les paramétres
immunologiques et le processus de régénération. Concrétement, sur la base de ces résultats, nous suggérons qu‘une

utilisation de la CCE serait bénéfique aprés des exercices générant des dommages musculaires méme faibles. D'autre part,

son utilisation répétée et controlée permettrait de maximiser les bénéfices de cette technique de récupération tout en améliorant
I'état de fatigue et de bien-étre de l'athléte.

Mots Clefs : Cryothérapie Corps Entier, Fatigue, Inflammation, Exercice
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